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III. METODOLOGI PENELITIAN 
 
3.1 Waktu dan Tempat 
Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan November 2018 hingga 
Maret 2019. Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Ilmu dan Teknologi Pangan, 
Universitas Muhammadyah Malang. 
3.2 Alat dan Bahan 
3.2.1 Alat 
Alat yang digunakan pada proses pembuatan kombucha jeruk nipis pada 
penelitian ini adalah toples kaca 500 1L, botol kaca 500 mL, kain katun putih, 
karet, saringan , blender, pengaduk, hand plastic, kompor, panci, tissue, kapas, 
alat peras jeruk, pisau, corong plastik, termometer. Alat-alat yang digunakan 
untuk proses analisa adalah termometer, seperangkat alat kaca (glassware IWAKI 
PYREX), spektrofotometer UV Visible tipe UV-1800 merk SHIMADZU, colour 
reader CR-10 merk KONICA MINOLTA, plastik PP (polyprophylen), lemari 
pendingin, hand refractometer tipe N1- α merk ATAGO. 
3.2.2 Bahan 
Bahan yang digunakan dalam pembuatan minuman kombucha jeruk nipis 
adalah; jeruk nipis, diperoleh kebun jeruk desa Sidomulyo, Kota Batu, dengan 
rentang usia panen 30-36 minggu, dengan panjang ukuran buah 5-7cm;  starter 
kombucha yang diperoleh dari wiki kombucha, Bandung; gula pasir murni dan teh 
hijau yang diperoleh dari supermaket di Jl. Raya Tlogomas Malang. 
Bahan lain yang digunakan dalam analisis yaitu, aquades, etanol, NaOH 
0,1N, indikator pp, K2Cr2O7, H2SO4, dan Na2CO2, metanol 70%, serbuk DPPH 
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(2,2- diphenyl - 1 – pycrihrazine), larutan penyangga netral (pH 7), dan 
penyangga asam (pH 4) yang didapat dari Laboratorium Ilmu dan Teknologi 
Pangan UMM. Bahan lain untuk proses analisa yaitu, plastic wrap, alumunium 
foil, dan tisu yang diperoleh dari supermarket. 
3.3 Rancangan Penelitian 
Rancangan penelitian yang digunakan adalah Rancangan Acak Kelompok 
(RAK) yang terdiri atas 2 faktor. Faktor I adalah lama fermentasi yang terdiri atas 
3 level (4 hari, 8 hari dan 12 hari). Faktor II adalah konsentrasi Stater SCOBY, 
terdiri atas 3 level (5%, 10%, dan 15%). 
Faktor I : Lama Fermentasi 
F1 = 4 hari 
F2 = 8 hari 
F3 = 12 hari 
Faktor II : Konsentrasi SCOBY (ml) 
K1 = 5% (v/v) 
K2 = 10% (v/v) 
K3 = 15 % (v/v) 
Berdasarkan kombinasi kedua faktor tersebut diperoleh 9 kombinasi 
perlakuan yang diulang sebanyak 3 kali. Kombinasi perlakuan ditunjukkan pada 
Tabel 5.. 
Tabel 5. Kombinasi Perlakuan Konsentrasi Stater SCOBY dan Lama Fermentasi 
Lama Fermentasi 
 
Konsentrasi SCOBY 
F1 (4 hari) F2 (8 Hari) F3 (12 Hari) 
K1 (5%) F1K1 F2K1 F3K1 
K2 (10%) F1K2 F2K2 F3K2 
K3 (15%) F1K3 F2K3 F3K3 
Keterangan : 
F1K1: Lama Fermentasi 4 Hari dan  Konsentrasi Stater SCOBY 5%  
F1K2: Lama Fermentasi 4 Hari dan  Konsentrasi Stater SCOBY 10%  
F1K3: Lama Fermentasi 4 Hari dan  Konsentrasi Stater SCOBY 15%. 
F2K1: Lama Fermentasi 8 Hari dan  Konsentrasi Stater SCOBY 5%  
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F2K2: Lama Fermentasi 8 Hari dan  Konsentrasi Stater SCOBY 10%. 
F2K3: Lama Fermentasi 8 Hari dan  Konsentrasi Stater SCOBY 15%  
F3K1: Lama Fermentasi 12 Hari dan  Konsentrasi Stater SCOBY 5%. 
F3K2: Lama Fermentasi 12 Hari dan  Konsentrasi Stater SCOBY 10%. 
F3K3: Lama Fermentasi 12 Hari dan  Konsentrasi Stater SCOBY 15%. 
3.4 Pelaksanaan penelitian 
Penelitian dilaksanakan melalui dua proses pengolahan, pertama yaitu 
ekstraksi buah jeruk nipis. Proses kedua yaitu pembuatan minuman kombucha 
jeruk nipis dengan penambahan gula, dan stater SCOBY sesuai dengan perlakuan. 
Selanjutnya produk minuman kombucha jeruk nipis yang dihasilkan dilakukan 
analisis antara lain, nilai pH, nilai TPT, aktivitas antioksidan, nilai TPC, intensitas 
warna, kadar alkohol, total asam dan uji organoleptik dengan menggunakan uji 
hedonik yang meliputi kenampakan, aroma, dan rasa. 
3.4.1 Pembuatan Minuman Kombucha Jeruk Nipis 
a. Jeruk nipis dibersihkan dengan air dan memtong menjadi dua bagian untuk 
memudahkan dalam proses pemerasan. 
b. Filtrat disaring dengan alat penyaring untuk menghilangkan ampas. 
c. Air ditambahkan sebanyak 50% (v/v) dan gula sebanyak 10%  (b/v). 
d. Sari jeruk nipis dipasteurisasi selama 1 menit, dengan suhu 800C. 
e. Larutan sari jeruk nipis dibiarkan hingga mencapai suhu kamar (23-270C) 
f. Sari buah jeruk nipis dimasukan ke dalam fermentor (botol kaca volume 500 
mL), kemudian ditambahkan stater SCOBY sesuai perlakuan. 
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g. Wadah fermentasi ditutup dengan kain sehingga udara tetap bisa masuk 
serta untuk mencegah masuknya benda asing yang dapat menghambat 
proses fermentasi minuman kombucha. 
h. Sari jeruk nipis difermentasikan selama 4 hari, 8 hari  dan 12 hari (sesuai 
perlakuan), menyimpannya ditempat yang aman terhindar dari sinar 
matahati dan getaran. 
i. Setelah fermentasi selesai kombucha jeruk nipis disaring dan dimasukan ke 
dalam botol kaca bervolume 500 ml, yang telah distrerilisasi. 
Tabel 6. Formula Minumam Kombucha Nipis untuk Setiap Unit Percobaan 
Perlakuan Lama Fermentasi 
(hari) 
Sari jeruk 
nipis (mL) 
Gula 
pasir  (g) 
Konsentrasi 
Stater (ml) 
F1K1   4  500 50 25 
F2K1   8 500 50 25 
F3K1 12 500 50 25 
F1K2   4 500 50 50 
F2K2   8 500 50 50 
F3K3 12 500 50 50 
F1K3   4 500 50 75 
F2K2   8 500 50 75 
F3K3 12 500 50 75 
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Gambar 3. Diagram Alir Ekstraksi Sari Jeruk Nipis (Santos, 2014) 
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Gambar 4. Proses Pembuatan Minuman Kombucha Jeruk Nipis (Culture For 
Health, 2013) 
 
Keterangan:  
* : 5%, 10%, dan 15% 
** : 4, 8, dan 12 (hari) 
3.5. Parameter Penelitian 
Analisa yang dilakukan pada penelitian ini meliputi analisa fisik, kimia 
dan, organoleptik. Analisa fisik yaitu intensitas warna. Analisa kimia yang  
diamati antara lain, nilai pH, Total Padatan Terlarut (TPT), kadar total asam, dan 
kadar total alkohol, Total Plate Count (TPC), dan nilai aktivitas antioksidan. Uji 
organoleptik meliputi kenampakan, dan aroma. 
Sari Jeruk Nipis 
Analisis: 
1. pH, 
2. TPT (Total 
Padatan Terlarut), 
3. Kadar Alkohol 
4. Aktivitas 
Antioksidan, 
5. TPC (Total Plate 
Count) 
6. Total Asam 
7. Intensitas Warna 
dan 
8. Organoleptik. 
Fermentasi 
 (t: sesuai 
perlakuan)** 
 
Kombucha 
Jeruk Nipis 
 
Konsentrasi 
SCOBY 
(sesuai 
perlakuan)* 
Pengemasan 
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3.5.1 Analisa Fisik 
 Analisa fisik yang dilakukan pada kombucha jeruk nipis meliputi uji 
intensitas wana. 
1. Analisis Intensitas Warna (de Man, 1999) 
Prinsip analisis intensitas warna dengan menggunakan colour reader 
adalah melalui sistem pemaparan warna menggunakan sistem CIE dengan tiga 
reseptor L, a dan b Hunter. Adapun tahapan analisis intensitas warna adalah 
sebagai berikut: 
1. Sampel disiapkan dalam plastik PP (polypropilene)  
2. Tutup lensa dilepas, dan dihidupkan colour reader. 
3. Target ditentukan a, b dimana L adalah kecerahan, nilai positif (+) 
berarti cerah, nilai negatif (-) berarti gelap ; Axis a nilai positif (+) 
berarti merah, nilai (-) berarti hijau ; Axis b, nilai (+)  berarti kuning, 
nilai (-) berarti biru. 
4. Tombol ditekan pengukur warna. 
5. Nilai yang tertera pada layar digital dicatat. 
3.5.2 Analisa Kimia 
Analisa kimia yang dilkaukan pada penelitian ini meliputi, pH, aktivitas 
antioksidan, kadar total padatan terlarut, kadar total asam, dan kadar total alkohol, 
dan total plate count. 
a. Penentuan Nilai pH (Apriyantono, 1989) 
1. pH meter disiapkan 
2. Elektroda dan temperature dibilas, menggunakan aquades dan 
dikeringkan 
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3. Elektroda dicelupkan pada larutan penyangga (pH 7) serta asam (pH 4) 
dan dibersihkan. 
4. Elektroda dibilas kembali  menggunakan aquades dan dikeringkan. 
5. Elektroda dicelupkan pada sampel, tombol Ar (hold) ditekan dan enter 
kemudian ditunggu pembacaan pada layar. 
6. Nilai yang tertera pada layar digital dicatat. 
b. Analisa Total Asam (Apriyantono dkk, 1989) 
1. 1 ml sampel dimasukan ke dalam beaker glass 
2. 9 ml aquades ditambahkan kedalam beaker glass 
3. Indicator pp ditambahkan ke dalam beaker glass sebanyak 2 tetes 
4. Kemudian dititrasi dengan NaOH 0,1 N 
5. Total asam dihitung dengan persamaan sebagai berikut : 
 
  
  
Keterangan : 
mL NaOH  : volume NaOH yang digunakan untuk titrasi 
N NaOH  : normalitas NaOH (0,1 N) 
BM  : berat molekul Asam Asetat (60) 
fp   : faktor penngenceran 
Bobot sampel  : volume sampel yang digunakan untuk dititrasi. 
c. Analisis Aktivitas Antioksidan Metode DPPH (Yue dan Xu, 2008) 
 Prinsip dari uji DPPH adalah penghilangan warna untuk mengukur 
kapasitas antioksidan yang langsung menjangkau radikal DPPH, yang dilihat dari 
total asam (%)=
mL NaOH x N NaOH x BM x fp
bobot sample x 1000
 𝑥 100% 
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absorbansi pada panjang gelombang 517 nm menggunakan spektofotometer (Yue 
dan Xu, 2008). Adapun tahapan analisis aktivitas antioksidan dengan metode 
DPPH sebagai berikut: 
Pembuatan Larutan DPPH 0,25 mM 
1. Kebutuhan serbuk DPPH dihitung dengan rumus: 
Konsentrasi =     massa (mg) 
       Mr x volume (L) 
 
2. Serbuk DPPH dilarutkan dengan methanol 70% pada labu ukur 50 mL hingga 
batas tera dan dihomogenkan. 
3. Larutan DPPH disimpan pada kondisi gelap dan tertutup rapat  dalam kondisi 
dingin, serta sesegera mungkin untuk digunakan. 
Ekstraksi Bahan Aktif 
1. Sampel dihaluskan dengan mortal dan martil . 
2. Sampel ditimbang sebanyak 1 gram ke dalam tube centrifuge. 
3. Larutan metanol 70% ditambahkan sebanyak l9 mL. 
4. Sentrifugasi dilakukan dengan kecepatan 4000 rpm selama 10 menit. 
5. Supernatan dipisahkan untuk uji aktivitas antioksidan. 
Analisis Aktiviotas Antioksidan  
1. Supernatan diambil sebanyak 1 mL dan dimasukan ke dalam tabung reaksi. 
2. Larutan metanol 70% ditambahkan sebanyak 7 mL. 
3. Larutan DPPH 0,25 mm ditambahkan sebanyak 2 ml dan dihomogenkan. 
4. Mulut tabung ditutup dengan plastic wrap, dan bahan tabung dengan pelapis 
gelap. 
5. Sampel disimpan pada kondisi gelap selama 30 menit. 
6. Serapan λ dibaca dengan spektofotometer UV Vis pada λ = 517 nm. 
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7. Aktivitas antioksidan dihitung dengan persamaan rumus:: 
 
 
d. Analisis Total Padatan Terlarut (Apryantono dkk, 1989) 
Prinsip dari analisis total padatan terlarut adalah penentuan kadar gula 
yang didasarkan atas indeks bias larutan dengan menggunakan bantuan alat 
refraktometer. Adapun tahapan analisis total padatan terlarut adalah sebagai 
berikut: 
1. Penutup kaca prisma dibuka 
2. Kalibrasi dilakukan dengan diteteskan aquades (2-3 tetes) pada kaca prisma. 
3. Refraktometer diarahkan ke arah cahaya, dan pembacaan skala dilihat melalui 
lubang teropong pada skala 0%. 
4. Kaca prisma dibersihkan dengan tisu. 
5. Penutup kaca prisma ditutup, dan larutan minuman jely (2-3 tetes) diteteskan 
ke atas permukaan kaca prisma. 
6. Penutup kaca prisma ditutup, dan diarahkan ke arah cahaya. 
7. Skala yang tertera pada garis batas dibaca 
e. Analisa Kadar Alkohol (Apryantono dkk, 1989) 
Penentuan kadar akohol dilakuakan dengan menggunakan spektrofotometer 
1. Kurva standar ditentukan denga : digunakan ethanol dengan berbagai 
konsentrasi (0%; 0,3%; 0,6%; 0,12%; 0,25%, 0,5%; 1%). Masing-masing 
larutan standar diukur absorbansinya pada panjang gelombang 600nm 
2. Sampel diambil sebanyak 0,5 ml, kemudian diencerkan dengan aquades 15ml 
% inhibibisi = Abs blanko – Abs sampel   X 100% 
   Abs blanko 
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3. K2CrO4 ditambahkan sebanyak 12,5 ml, akan terjadi perubahan warna 
menjadi jingga saat pencampuran 
4. Campuran sampel dipanaskan, hal ini bertujuan agar reaksi berlangsung cepat 
setelah pemanasan, sampai bewarna hijau kehitaman  
5. Campuran yang telah diencerkan dan dihomogenkan dengan vortex 
didinginkan, kemudian absorbansi diukur pada panjang gelombang 600nm 
6. Kadar alkohol dalam sampel dihitung dalam rumus 
f. Analisa Total Plate Count  (TPC) ( AOAC, 1996) 
1. Seri pengenceran tabung disiapkan diisi dengan 0,9 ml aquadest steril  
2. Sample cair diambil sebanyak 0,1 ml dan dihomogenkan pada tabung 
pengenceran. Kemudian diambil 10 mikron liter untuk ditanam secara droop 
(tetes) ke media NA dan diberi tanda pada bagian bawah media dalam Petri 
disk dengan spidol permanen. (Pengenceran 10
-1
) 
3. Hasil penfenceran 0,1 ml diambil untuk dihomogenkan dengan tabung 
pengencer yang lain, diambil 10 mikron liter untuk ditanam dan 0,1 ml untuk 
diencerkan selanjutnya, sampai pengenceran yang dikehendaki 
4. Media yang telah ditanami dibiarkan selama 10 menit, agar tetesan cairan 
meresap dalam media 
5. Cawan petri diinkubasi selama 24 jam dalam suhu optimal posisi cawan petri 
dibalik 
6. Sebaran koloni diamati dengan mikroskop gross dan dipilih sebaran koloni 
yang dapat dihitung pada pengencerannya 
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3.5.3 Uji Organoleptik 
Analisis organoleptik dilakukan untuk mengetahui daya terima produk  
minuman kombucha oleh konsumen melalui beberapa parameter. Parameter yang 
diujikan pada uji ini adalah kesukaan terhadap kenampakan, aroma, dan rasa. 
Analisis organoleptik ini menggunakn metode hedonic test. Metode ini 
memungkinkan para panelis untuk memberikan nilai terhadap tingkat kesukaan 
pada masing-masing parameter. Kisaran nilai yang ada pada skala hedonik 
berkisar 1-5 pada skala numerik untuk masing-masing parameter. Semakin tinggi 
nilai yang diberikan maka semakin tinggi pula tingkat kesukaan konsumen. 
Maing-masing sampel akan diberi kode yang berbeda, untuk menghindari 
terjadinya pembandingan tingkat kesukaan panelis antar sampel. Pengujian 
kesukaan ini menggunakan panelis tidak terlatih dengan jumlah 20 orang. Analisis 
organoleptik ini dilakukan pada hari pertama pasca fermentasi minuman 
kombucha. 
Penilaian sampel tersebut bedasarkan kesenangan menurut skala 1-5 yang 
mempunyai arti : 
Tabel 7. Skor Analisa Organoleptik 
Nilai Kenampakan Aroma Asam 
5 Sangat Menarik Sangat Kuat 
4 Menarik Kuat 
3 Cukup Menarik Cukup Kuat 
2 Tidak Menarik Tidak Kuat 
1 Sangat Tidak Menarik Sangat Tidak Kuat 
 
3.5.4. Analisa Data 
Tahapan untuk evaluasi Kombucha Jeruk Nipis yaitu dengan menganalisa 
pengaruh pemberian jumlah starter SCOBY dan lama fermentasi. Data yang 
diperoleh dari hasil pengamatan kemudian dianalisa secara statistik menggunakan 
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uji ANOVA (Analysis of Variance) pada α = 5% untuk mengetahui apakah 
perlakuan memberikan pengaruh nyata terhadap sifat fisik, sifat kimia dan 
organoleptic minuman kombucha jeruk nipis. Apabila hasil uji ANOVA 
menunjukkan F hitung lebih besar daripada F tabel pada taraf 5% berarti faktor 
memberikan pengaruh nyata terhadap parameter-parameter penelitian, maka 
dilanjutkan dengan Uji DMRT (Duncan’s Multiple Range Test) pada α = 5% 
untuk menentukan perlakuan mana yang memberikan perbedaan nyata. Perlakuan 
terbaik ditentukan  dengan metode uji efektivitas (De Garmo dkk., 1984). 
3.5.5 Prosedur pemilihan perlakuan terbaik (De Garmo, 1994) 
Penentuan kombinasi perlakuan terbaik menggunakan metode indeks 
efektivitas dengan prosedur pembobotan sebagai berikut. 
1. Mengelompokkan parameter 
2. Memberi bobot 0 – 1 pada setiap parameter dari masing-masing kelompok 
3. Menghitung nilai efektivitas (NE) dengan rumus 
4. Menghitung nilai produk (Np), nilai produk diperoleh dari perkalian nilai 
efektivitas dengan bobot nilai 
5. Menjumlahkan Np dari semua parameter pada masing-masing kelompok 
perlakuan terbaik pada kelompok parameter 
NE =  Np – Ntj 
    Ntb – Ntj 
Dimana: NE = Nilai efektivitas 
   Ntj = Nilai terjelek 
   Np = Nilai terbaik 
   Ntb = Nilai terbaik 
 
